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脏中分离纯化电泳纯鲨鱼肝铁蛋白（Liver ferritin of Sphyrna zygaena，SZLF ），
并结合 PAGE 与超滤分离技术，制备质谱纯的 SZLF，供组成与结构分析。SZLF
由单类型亚基组成，分子量约为 20 kDa。在采用 SDS-PAGE、高效液相色谱（High 
Performance Liquid Chromatography，HPLC）分离与纯化 SZLF 过程中，发现一
段分子量约为 14 kDa 的肽片段，其分子量小于 SZLF 亚基。采用酶切技术酶解
SZLF 亚基和 14kDa 的肽段，并进行肽片段比对分析，认定为 SZLF 亚基的降解
产物，推测可能是由四螺旋束结构组成亚基结构中某个螺旋脱落的产物。优化
SZLF 质谱分析技术，采用 MALDI-TOF 质谱技术测定了 SZLF 亚基及亚基聚合
体的分子量，指出采用 MALDI-TOF 质谱技术适合于测定 SZLF 和其他生物大分
子亚单位聚合体态质荷比值（m/z, 即分子量）。结合 PAGE 和透射电子显微镜






程。采用 PAGE 方法、HPLC 和质谱技术分析 SZLF 包装胰岛素（INS）及 INS























According to the characteristics of protein resisting-heat, we used thermal 
denaturation method, separation approach with column anion exchange 
chromatography with filled DEAE-cellulose 52 and native PAGE to separate and 
purify Liver ferritin of Sphyrna zygaena (SZLF). A combine off-line technology both 
PAGE and gradient gel filtration chromatography was employed to prepare the ferritin 
with the level of mass spectrometry for analysis in the protein composition and 
structure. The SZLF consist of single subunit types, showing approximately molecular 
weight of 20 kDa. During separating process of SZLF with SDS-PAGE and HPLC, 
we found a peptide segment with 14 kDa, which its molecular weight is lower than 
that of SZLF subunit. The similar peptides both proteins were highly matched 
according to their lysis remnant, indicating that the peptide with 14 kDa consisting of 
three α helical structure came from the SZLF subunit consisting of four α helical 
structure. It is meant that SZLF subunit have released a molecular peptide segment to 
form a novel subunit consisting of three α helical structure.  
The analytical technology of mass spectrometry has bee optimized before doing 
experiment. The molecular weight of SZLF subunit and its polymers have been 
measured by MALDI-TOF mass spectrometry. It is indicated that these techniques we 
have established are suit for measuring mass/charge among these big biological 
molecules. A combine off line techniques both PAGE and Transmission Electron 
Microscope (TEM) was used to obtain the variable molecular size of ferritin and its 
polymer formation when the ferritin subunits are disassociated within the three phases. 
We suggest that this produce of the subunit disassociation be an important step of 
releasing subunit one by one. Based on the previous research experience, we used the 
ferritin with nanometer volume to enwrap the biological dye such as Pyronine G and 
insulin to construct a nanometer core within the protein shell. Moreover, this 















spectrometry and fluorimetry. Using several analytical techniques among the PAGE, 
SDS-PAGE and HPLC, we measured that the ferritin has capacity for enwrapping that 
12 PG molecular or 3 molecular insulin to form a nanometer core within the ferritin 
shell. 
According the series of research described above mentioned it, we propose a 
ferritin model of subunit dissociation and recombinant for enwrapping PG or INS, 
which differ from the hypothesis as previously described. We concluded that this 
method described here is suit to construct peptide nanometer particle, and play an 
important role in developing ferritin nanometer drug and developing novel function 
in ferritin simultaneously. 
 


















质，也是生物体内唯一储存游离铁的场所。1884 年由 Schmiedeber 发现一种水溶

















































肝铁蛋白（Liver ferritin of Sphyrna zygaena，SZLF）结构与功能研究的基础上，
结合电泳（electrophoresis）、质谱（mass spectrum）、高效液相色谱（High 
Performance Liquid Chromatography , HPLC ） 以 及 透 射 电 子 显 微 技 术




























铁蛋白的可能由一种（H 或 L），两种（H 和 L），甚至三种（H, L, M）亚基
组成，这由其种属来源和组织来源决定。不同种属来源的铁蛋白的序列存在差异，
如人脾肝和马脾肝铁蛋白的 L 链有 83-95％的同源性，一级结构由 174 个氨基酸
组成，分子量约为 19.9 kDa。不同种类的铁蛋白序列同源性 低可到 15％，但
其在四级结构上均是高度保守的。 
铁蛋白是由 24 个亚基通过 4、3、2 对称组装成的一个即紧密又有序的多聚
物，反向平行的亚基二聚体对形成一个菱形的十二面体结构。不同来源的铁蛋白
亚基具有相同的三级结构，包括 4 个反向平行的螺旋束（A-D），一个短的螺旋
（E）和一个连接螺旋 B、C 的长环 L。亚基之间通过非共价的静电作用力聚集
形成 6 个疏水通道（称为四相隧道）和 8 个亲水通道（称为三相隧道），其中 8
个亲水隧道位于三个亚基的交界面（相），横跨蛋白壳内外部。从革兰氏阳性细








































 图 1  铁蛋白三相物质交换隧道 
       Fig.1  The map of 3-fold channels for exchanging materials in ferritin 
 
 
                       
图 2  铁蛋白四相隧道 


















1.2.2 四相隧道（图 2） 
四相隧道的主要特征是由亮氨酸链组成一条横跨蛋白壳的非极性保守结构，
其作用可能跟电子传递有关，有待进一步研究。构成四相物质隧道疏水性的氨基
酸残基在不同来源的铁蛋白中亦不相同，在哺乳动物中，L 亚基上是由 12 个亮
氨酸构成的亮氨酸拉链，而 H 亚基上是由 8 个亮氨酸和 4 个组氨酸组成，植物








图 3  三相物质隧道的构造、金属离子结合位点及其进入隧道的路线   
(a) [Mg(H2O)6]2＋通过氢键结合在 E134 侧链上；(b) 第二个 Mg2＋结合在
D131 和 E134 上；（C）只有四个水分子作为 Mg2＋的配体;（d）Zn2＋结合
在三相隧道 
Figure.3  The structure of 3-fold channels 、metal-binding sites and the 























akajei，Trematomus bernacchii，Salmo Salar）构成[35-38]。 
哺乳动物铁蛋白主要由两种亚基组成的异型多聚物，即心脏型（Heart chain，
Heavy chain）和肝脏型（Liver chain，Light chain）（心脏铁蛋白的 H 型亚基比例
高，而肝脏铁蛋白 L 型比例高）。H 亚基分子量约为 21KDa，偏酸性，又称酸性
铁蛋白；L 亚基分子量约为 18KDa，偏碱性，又称碱性铁蛋白。哺乳动物铁蛋白
的 H、L 亚基有不同且互补的功能[39]。H 亚基在四螺旋束中有一个两核（dinuclear）
的铁氧化酶中心，是铁蛋白结合和氧化铁的位点，主要作用是在氧分子存在下催
化二价铁氧化为三价铁, 并把铁储存在结晶核中，它的铁配体是高度保守的，由






的能力，但过量的 L 亚基也会限制铁的催化位点（H 亚基量相应的减少），这也
是在肝、脾或其他铁含量高的组织中，铁主要储存在铁蛋白中备用而周转速率较
低，细胞中的铁蛋白富含 L 亚基，而在高氧水平和高铁周转速率的细胞中的铁蛋























315、320、325nm [41]。Collawn 等人采用反相 HPLC 分离得到猪脾铁蛋白的三种
多肽片段[38]，通过 C 端的 70～80 个氨基酸的序列测定并对比人肝脏铁蛋白的 H
和 L 亚基，证实其中两种是 H 型，另外一种是 L 型。Fish 等人利用反相 HPLC
从人胎盘中分离得到三种不同的铁蛋白亚基，利用尿素－SDS－PAGE 和氨基酸
序列分析鉴定出其中 2 种为 H 型亚基，一种为 L 型亚基，三种亚基所占的比例
分别为 23% H-1、 33% H-2 和 44% L 亚基[42]。这两种亚基可以以任意比例混合
形成杂聚体。体外环境下，脊椎动物的 L 亚基与具有催化活性的 H 亚基组装成
杂聚体后，至少能获得 25 种铁蛋白异构物（包括两种 H/L 亚基的组合），而且杂
聚体的构成与铁的含量有关[43-45]，在诸多组合中如何挑选一种 优的？显然在生




非亚铁血红素的铁蛋白，称为细菌铁蛋白（bacterioferritin） 可从 Escherichia coli，
Azotobacter vinelandii， Pseudomonas aeruginosa 和 Nitrobacter winogradskyi 中
分离，BFR 与哺乳动物铁蛋白只有约 20％的同源性，铁核组成主要是高磷铁水
合物而不是高铁磷氧化物, 其亚铁血红素作用至今尚未清楚[48]；另一种是不含高
铁血红素的铁蛋白 ,称为铁蛋白（ ferritin，FTN），可从 Bacteroides fragilis, 




肝铁蛋白（Liver ferritin of Aplysia，ALF）变性电泳和肽指纹分析，发现它与 AVBF
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